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健骨颗粒通过 G1/ S期调控蛋白
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[摘要] 目的 观察健骨颗粒对成骨细胞 G1/S期调控的影响，探讨健骨颗粒促进成骨细胞增殖的作用机制。 方法 制
备健骨颗粒血清组、模型血清组和雌二醇血清组。采用酶消化法培养 SD大鼠成骨细胞，健骨颗粒含药血清干预，
以模型血清和雌二醇血清为对照。运用流式细胞术检测成骨细胞增殖周期，荧光定量 PCR法检测成骨细胞 G1/S期
调控蛋白 Cyclin E、CDK2、p21 和转录因子 E2F-1 mRNA 的表达。 结果 15%的雌二醇血清与健骨颗粒血清干预
48 h，成骨细胞增殖速度均明显快于模型血清组（P ＜ 0.01）；G0/G1期成骨细胞比例明显降低（P ＜ 0.01），S期、G2/M期
细胞比例及增殖指数则明显高于模型血清组（P ＜ 0.01）；与模型血清组比较，雌二醇血清组与健骨颗粒血清组能
提高成骨细胞 Cyclin E、CDK2及转录因子 E2F-1 mRNA的表达（P ＜ 0.01），而降低 p21的表达（P ＜ 0.01）。 结论 健
骨颗粒通过调节成骨细胞 G1/S期调控机制，推进成骨细胞顺利通过 G1/S检测点，促进成骨细胞增殖。
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[Abstract] Objective To observe the effects of Jiangu Granules on the G1/S phase cell-cycle regulated proteins of os-
teoblasts, so as to reveal the mechanism of Jiangu Granules in promoting osteoblasts proliferation. Methods The Jiangu
Granules-serum group, model-serum group and estradiol-serum group were prepared. Osteoblasts of SD rats were cul-
tivated by enzymatic digestion and intervened with Jiangu Granules-serum, model-serum and estradiol-serum (as con-
trol) respectively. The cell cycles were analyzed by flow cytometry, while the fluorescence quantitative PCR was applied
to measure cyclin E, CDK2, p21 and E2F-1 mRNA. Results The cell proliferation rates of osteoblasts intervened with
estradiol serum and Jiangu Granules-serum for 48 hours were faster than that with the same concentration model-
serum (P ＜ 0.01). Compared with the model-serum group, the proportion of osteoblasts in the G0/G1 phase were signifi-
cantly reduced after intervention with 15% of estradiol serum and Jiangu Granules-serum for 48 hours (P ＜ 0.01),
while the proportion of cells in S phase, G2/M phase and proliferation index was much higher (P ＜ 0.01). The expres-
sion of cycling E, CDK 2 and transcription factor E2F-1 mRNA of osteoblasts in the Jiangu Granules-serum group and
the estradiol-serum group was higher than that of model-serum group (P ＜ 0.01), while the expression of p21 mRNA
was lower than the model-serum group (P ＜ 0.01). Conclusion Jiangu Granules-serum can adjust the G1/S phase cell-
cycle regulated mechanism in osteoblast, so as to push
the cells passing G1/S checkpoint and accelerate the pro-
liferation of osteoblast.
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骨质疏松症形成的主要原因是骨形成、骨吸收偶
联的破坏，使骨形成减少、骨量降低。成骨细胞在骨代
谢、 骨形成和维持成年骨骼系统正常中有着主要作
用 [1]，而成骨细胞增殖周期的进程受周细胞周期蛋白
的调控， 其中 G1/S 期检测点是细胞周期进程中最重
要的检测点 [2]，主要受 Cyclin E、CDK2、p21 和转录因
子 E2F等 G1/S期调节蛋白的调控。 前期研究表明，健
骨颗粒可以促进成骨细胞增殖，对防治骨质疏松症有
积极的作用 [3-4]。 本研究以成骨细胞 G1/S 期调控为切
入点，观察补肾健脾中药健骨颗粒对体外培养成骨细
胞 G1/S 期调控蛋白 Cyclin E、CDK2、p21 和转录因子
E2F mRNA 的影响，探讨健骨颗粒促进成骨细胞增殖
的作用机制， 对于进一步认识成骨细胞增殖的机制，
治疗和预防骨质疏松症有着重要意义。
1 材料与方法
1.1 实验药物
健骨颗粒由煅狗骨、淫羊藿、山茱萸、山药、党参
等药物组成，原药材购自福建省医药公司，由福建中
医药研究院中试车间负责加工制备，每克健骨颗粒含
原生药 2.9 g。戊酸雌二醇（德国 BAYER公司生产，批
号：199A2），购自福州回春医药连锁有限公司。
1.2 实验动物
6 月龄清洁级雌性 SD 大鼠 30 只[购自上海斯莱
克实验动物有限责任公司，实验动物合格证号：SCXK
（沪）2007-0005， 编号：2007000514856]， 大鼠体重
（250±20）g。 医学实验动物环境设施为福建中医药大
学动物实验中心鼠类实验室，清洁级[许可证号：SYXK
（闽）2009-0001]。新生 24 h内的 SD大鼠 4 只[购自福
建医科大学实验动物中心，动物合格证号：SCXK（闽）
2004-00023]，以酶消化法分离其颅盖骨成骨细胞进行
体外培养。
1.3 实验试剂
Ⅰ型胶原酶、0.25%胰蛋白酶、MTT 噻唑蓝（Sigma
公司）；胎牛血清、青链霉素双抗溶液、低糖 DMEM 培
养基（新西兰 Hyclone公司）；细胞碱性磷酸酶（CAKP）
染色试剂盒（南京建成生物工程研究所）；TRIZOL（美
国 Invitrogen公司）；反转录试剂盒、SYBR GREENⅠ 荧
光定量试剂盒（TaKaRa 公司）；PCR 引物合成（上海生
工生物技术有限公司）；CycleTESTTM Plus DNA Reagent
Kit（美国 Becton Dickinson 公司）。
1.4 仪器与设备
AIR TECH 无菌操作台（苏净集团安泰公司）；二
氧化碳恒温培养箱（BB16/BB5060 型，德国 Heraus 公
司）； 超低温冰箱 MDF-U4086s 型 （日本三洋公司）；
Olympus 倒置相差显微镜（日本奥林巴斯株式会社）；
紫外分光光度计Du650型、低温高速离心机 64R型（美
国 BECKMAN公司）；Milli-Q 超纯水系统（美国MILI-
PORE公司）；流式细胞仪 FACSCalibur（美国 Becton
Dickinson 公司）；7500 型实时荧光定量 PCR 仪（美国
Applied Biosystems 公司）。
1.5 方法
1.5.1 含药血清制备 30 只 6 月龄 SD 雌性大鼠，按照
随机数字表法随机分成模型血清组、雌二醇血清组和
健骨颗粒血清组，每组各 10只。各组大鼠行双侧卵巢切
除术并于术后第 13周开始灌胃，雌二醇血清组、健骨
颗粒血清组分别给予戊酸雌二醇 100 μg/（kg·d）或健
骨颗粒 2 g/（kg·d），模型血清组喂服生理盐水 2 mL/d。
各组动物灌胃 12周，于最后 1次灌胃 1 h后腹主动脉
无菌取血，离心分离血清，灭火、过滤除菌后，-20℃冰
箱中保存备用。
1.5.2 成骨细胞培养 取新生 SD 大鼠 4 只，采用酶消
化法分离收集颅骨成骨细胞进行传代培养，差速贴壁
法进行纯化。
1.5.3 MTT 法检测成骨细胞增殖 取第 3 代细胞以 2×
103/孔接种于 96 孔板中，分别加入含 5%、10%、15%、
20%、25%、30%健骨颗粒血清、 雌二醇血清或模型血
清的 DMEM 培养基，每个浓度设 6 孔，干预 48 h 后
MTT 法检测比较不同浓度含药血清和模型血清对细
胞增殖的影响，并得出最佳含药血清浓度。
1.5.4 成骨细胞的分组干预 取第 3代细胞以 1×105/mL
传代接种于培养瓶中，根据不同的分组分别加入不同
含药血清，各组分别加入含最佳浓度健骨颗粒血清的
DMEM培养基、相应浓度模型血清或雌二醇血清培养
基，每组设 6 孔，于干预培养 48 h 后，采用流式细胞
术分析成骨细胞的细胞周期，采用实时荧光定量 PCR
SYBR GREEN 法检测 Cyclin E、CDK2、p21 和转录因
子 E2F-1 mRNA 的表达。
1.5.5 流式细胞术检测 按试剂说明书提供的实验步
骤进行上机前处理，上流式细胞仪检测，应用 CellQuest
软件获取细胞 100个，ModFit软件分析 DNA 数据，读
取 G0/G1期、S期、G2/M期细胞数， 计算细胞增殖指数
（proliferation index，PI）。
1.5.6 实时荧光定量 PCR 法检测 Cyclin E、CDK2、
E2F-1、p21 mRNA 表达 采用 Trizol 法提取细胞总
RNA， 根据反转录试剂盒提供实验步骤进行逆转录，
合成 Cyclin E、CDK2、E2F-1、p21 扩增引物，根据两步
法标准 Real Time PCR 扩增程序进行扩增，用参照基
因 β-actin 对所有样品进行校正，7500 型实时定量
PCR仪软件分析时，以模型血清组中某一样本 mRNA
的表达量作为“1”，计算出各组其他样本的相对表达
量（即 RQ 值），利用各组样本的 RQ 值进行统计，比
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较组间 mRNA相对含量[5]。
Cyclin E、CDK2、E2F-1、p21引物序列见表 1。
表 1 Cyclin E、CDK 2、E2F-1、p21 的引物序列
1.6 统计学方法
实验数据运用 SPSS 15.0 软件包进行处理分析，
实验数据采用均值±标准差（x±s）表示，各组间数据比
较采用One-way ANOVA（单向方差分析）法。 以 P ＜
0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 不同浓度含药血清干预后成骨细胞增殖情况
采用 MTT检测成骨细胞增殖，给予不同浓度模型
血清、雌二醇血清和健骨颗粒血清干预 48 h 后，模型
血清组、雌二醇血清组和健骨颗粒血清组成骨细胞增
殖速度因干预浓度的不同而差异明显。在血清浓度低
于 20%前， 成骨细胞随血清浓度的增加而增殖加快；
当血清浓度达到 20%时， 各组成骨细胞增殖最快；血
清浓度继续升高则细胞增殖逐渐降低。 其中，雌二醇
血清组和健骨颗粒血清组细胞增殖速度明显快于同
浓度模型血清组，以 15%浓度时增殖速度与模型血清
组差异有高度统计学意义（P ＜ 0.01）；健骨颗粒血清
组成骨细胞增殖速度与雌二醇血清组相近，差异无统
计学意义（P ＞ 0.05）。见表 2。取 15%血清作为干预成
骨细胞的最佳浓度，进行后续实验。
模型血清组
雌二醇血清组
健骨颗粒血清组
0.146±0.009
0.160±0.003**
0.155±0.006*
0.164±0.012
0.168±0.009
0.172±0.010*
0.165±0.012
0.175±0.004**
0.176±0.003**
0.172±0.006
0.174±0.006
0.177±0.004*
0.152±0.009
0.169±0.011**
0.163±0.006*
0.145±0.007
0.158±0.012*
0.155±0.007*
组别 5% 10% 15% 20% 25% 30%
表 2 MTT 检测不同浓度血清干预成骨细胞增殖情况（x±s）
注：与模型血清组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01
2.2 不同含药血清干预 48 h前后成骨细胞镜下观察
不同含药血清干预前后成骨细胞的镜下观察，可
见干预前成骨细胞排列不整齐，细胞数量少，且细胞
间隙大，见图 1A。而干预后三组细胞数量都有增加，但
模型血清组干预 48 h 后的，细胞间隙较大，见图 1B。
而健骨颗粒血清组与雌二醇血清组干预 48 h 后细胞
形态较一致，排列较整齐，细胞间隙较窄，同视野下细
胞数量明显比模型血清组密度大，见图 1C～D。
2.3 不同含药血清干预后成骨细胞细胞周期的分布
流式细胞术检测结果显示，与模型血清组比较，15%
的雌二醇血清与健骨颗粒血清干预 48 h 后，G0/G1期
成骨细胞比例明显降低（P ＜ 0.01），而 S 期、G2/M 期
细胞比例及 PI则明显高于模型血清组（P ＜ 0.01）；雌二
醇血清组与健骨颗粒血清组二组的成骨细胞周期分
布情况相近，二者比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。 此
外， 模型血清组细胞周期分布图中 G0/G1期之前出现
明显的凋亡峰，而雌二醇血清组与健骨颗粒血清组细
胞凋亡峰明显降低，甚至消失。 见图 2、表 3。
2.4 不同含药血清干预后成骨细胞 G1/S 期调控蛋白
mRNA表达
2.4.1 成骨细胞 Cyclin E mRNA 的表达 以 15%浓
度的不同血清干预成骨细胞 48 h 后， 荧光定量 PCR
检测显示，与模型血清组比较，雌二醇血清组与健骨
颗粒血清组成骨细胞 Cyclin E mRNA 表达（RQ值）升
高，组间比较差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；雌二醇血
清组与健骨颗粒血清组 Cyclin E mRNA 表达相近，二
者差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。 见表 4。
2.4.2 成骨细胞 CDK2 mRNA 的表达 荧光定量 PCR
检测 15%血清干预 48 h 后模型血清组、 雌二醇血清
A.干预前；B.模型血清组；C.健骨颗粒血清组；D.雌二醇血清组
图 1 不同含药血清干预前后成骨细胞镜下观察（100×）
A B
C D
Cyclin E
CDK 2
p21
E2F-1
β-actin
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
5'-CATTGTGTCCTGGCTGAAT-3'
5'-ACCACTGATAACCTGAGACCTT-3'
5'-TTGACGGGAGAAGTTGTGG-3'
5'-CAGTGAGAGCAGAAGCATCC-3'
5'-CACGCTTCGAGAAGATTGGAC-3'
5'-TGACAGAGCCATCCATTCCC-3'
5'-CGACGCATCTATGACATCA -3'
5'-GTCCTCAGAAAGCAGTTGC-3'
5'-CGGTCAGGTCATCACTATCG-3'
5'-AGGAGCCAGGGCAGTAATCT-3'
Gene Primer Sequence（5'-3'）
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图 2 流式细胞检测成骨细胞细胞周期分布
组和健骨颗粒血清组成骨细胞 CDK2 mRNA 结果显
示，与模型血清组比较，雌二醇血清组与健骨颗粒血
清组成骨细胞 CDK2 mRNA 表达大大增加，组间比较
差异有高度统计学意义（P ＜ 0.01）；而雌二醇血清组
与健骨颗粒血清组 CDK2 mRNA 表达差异无统计学
意义（P ＞ 0.05）。 见表 5。
表 5 不同血清干预后成骨细胞 CDK2 mRNA 表达（x±s）
注：与模型血清组比较，**P ＜ 0.01
2.4.3 成骨细胞 p21 mRNA 的表达 荧光定量 PCR 检
测成骨细胞 p21 mRNA 结果显示，15%模型血清、雌
二醇血清和健骨颗粒血清分别干预模型血清组、雌二
醇血清组和健骨颗粒血清组成骨细胞 48 h 后， 雌二
醇血清组与健骨颗粒血清组成骨细胞 p21 mRNA 表
达情况相近（P ＞ 0.05），均明显低于模型血清组（P ＜
0.01）。 见表 6。
表 6 不同血清干预后成骨细胞 p21 mRNA 表达（x±s）
注：与模型血清组比较，**P ＜ 0.01
2.4.4 成骨细胞转录因子 E2F-1 mRNA 的表达 以15%
浓度的不同血清干预成骨细胞模型血清组、雌二醇血
清组和健骨颗粒血清组 48 h后，荧光定量 PCR检测显
示，健骨颗粒血清组成骨细胞转录因子 E2F-1 mRNA
表达明显高于模型血清组， 但逊于雌二醇血清组，组
间比较差异均有高度统计学意义（P ＜ 0.01）。 见表 7。
表 7 不同血清干预后成骨细胞 E2F-1 mRNA 表达（x±s）
注：与模型血清组比较，**P ＜ 0.01；与雌二醇血清组比较，##P ＜ 0.01
3 讨论
祖国医学认为肾亏脾虚是绝经后骨质疏松症的
发病基础 [6-7]，肾虚为骨质疏松症发生的根本，而脾虚
是骨质疏松症产生的重要病机，在治疗上以补肾健脾
之法作为开药法则，可有效防止人体骨量的丢失[8]。用
补肾方药探讨骨质疏松症分子生物学机制为基础医
学研究的热点 [9-11]。 复方中药能够促进成骨细胞增殖
分化，提高骨密度 [12]，针对“肾亏脾虚”的病机特点，补
肾健脾中药健骨颗粒以“补先后天”的理论为组方原
则，选用煅狗骨、淫羊藿、山茱萸、党参、山药等药，以
补肾健脾，强筋壮骨。前期研究表明，健骨颗粒能通过
调节去卵巢骨质疏松大鼠垂体-肾上腺轴的功能[13]，明
显提高去卵巢大鼠血清 E2水平[14]；提高体外培养成骨
细胞 G1 期调节蛋白正性调节因子 Cyclin D1、CDK4
模型血清组 雌二醇血清组 健骨颗粒血清组
模型血清组
雌二醇血清组
健骨颗粒血清组
30.39±0.30
28.70±0.19
29.54±0.74
17.95±0.06
18.50±0.62
19.64±0.84
12.44±0.13
10.19±0.43
9.90±1.16
0.85±0.15
4.17±1.22**
6.53±4.36**
组别 ΔCt RQ 值
Ct 值
CDK2 mRNA β-actin mRNA
模型血清组
雌二醇血清组
健骨颗粒血清组
27.12±0.85
25.61±0.07
27.49±0.42
17.95±0.06
18.50±0.62
19.64±0.84
9.17±0.81
7.11±0.67
7.85±0.16
0.66±0.34
2.64±1.14**
1.38±0.11**##
组别 ΔCt RQ 值
Ct 值
E2F-1 mRNA β-actin mRNA
模型血清组
雌二醇血清组
健骨颗粒血清组
28.31±0.70
30.63±1.04
34.15±2.84
17.95±0.06
18.50±0.62
19.64±0.84
10.36±0.39
12.12±0.19
14.51±3.10
0.79±0.21
0.23±0.03**
0.19±0.18**
组别 ΔCt RQ 值
Ct 值
CDK2 mRNA β-actin mRNA
表 3 不同血清干预成骨细胞细胞周期分布（x±s）
注：与模型血清组比较，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01
模型血清组
雌二醇血清组
健骨颗粒血清组
76.26±1.23
66.16±3.49**
68.52±1.59**
6.96±1.50
12.10±2.28**
11.2±0.42**
16.78±0.27
21.75±1.34**
20.28±1.56**
23.74±1.23
33.84±3.84**
31.48±1.59**
组别 G0/G1期 S 期 G2/M 期 增殖指数
表 4 不同血清干预后成骨细胞 Cyclin E mRNA 表达（x±s）
注：与模型血清组比较，**P ＜ 0.01
模型血清组
雌二醇血清组
健骨颗粒血清组
28.59±0.74
26.92±0.80
28.17±1.23
17.95±0.06
18.50±0.62
19.64±0.84
10.64±0.13
8.42±0.15
8.53±0.66
1.10±0.10
5.13±0.53**
5.22±2.22**
组别 ΔCt RQ 值
Ct 值
Cyclin E
mRNA
β-actin
mRNA
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蛋白的表达，促进成骨细胞增殖周期 G1期进程[15]。
本研究用成骨细胞为新生 SD大鼠颅骨培养，纯度
较高，生物学特征稳定，成骨活性和细胞增殖良好。
镜下观察 48 h血清干预后，健骨颗粒血清组与雌二醇
血清组增殖明显优于模型血清组。MTT法检测不同浓
度含药血清对成骨细胞增殖的影响，雌二醇血清组和
健骨颗粒血清组细胞增殖速度明显快于同浓度模型
血清组，以 15%浓度时增殖速度与模型血清组差异最
显著（P ＜ 0.01）；健骨颗粒血清组成骨细胞增殖速度
与雌二醇血清组相近（P ＞ 0.05）。流式细胞术检测结果
显示，与模型血清组比较，15%的雌二醇血清与健骨颗
粒血清干预 48 h 后，G0/G1期成骨细胞比例明显降低
（P ＜ 0.01），而 S期、G2/M期细胞比例及 PI则明显高于
模型血清组（P ＜ 0.01）；雌二醇血清组与健骨颗粒血
清组的成骨细胞周期分布情况相近，二者比较无显著
性差异（P ＞ 0.05）。研究表明，雌激素缺乏导致了骨代
谢中骨形成及骨吸收的失衡，最终造成骨质疏松的发
生[16-17]。雌激素具有促进成骨细胞增殖的作用，这是通
过激活 G1/S期的调节蛋白促进细胞周期的 G1进程来
实现的[18-19]。 本研究采用不同含药血清干预后成骨细
胞 G1/S期调控蛋白 mRNA表达发现：用雌二醇作用于
体外培养的成骨细胞，能使成骨细胞 Cyclin E、CDK2
和转录因子 E2F-1 mRNA 的表达明显提高， 而 p21
mRNA 的表达降低， 提示雌二醇能大量激活 Cyclin
E、CDK2，活化转录因子 E2F-1，促进 G1/S 期转换，推
动细胞周期进程，促进成骨细胞增殖；并能抑制 G1/S
期负性调节因子 p21 表达， 减少成骨细胞 G1周期阻
滞，进而抑制成骨细胞 G1期凋亡，这可能是雌激素保
护成骨细胞凋亡的作用机制之一[20]。 而健骨颗粒在促
成骨细胞增殖和保护成骨细胞凋亡上，均能发挥与雌
二醇相近的作用。健骨颗粒在推进成骨细胞增殖周期
G1 期进程后，能进一步激活 Cyclin E、CDK2，活化转
录因子 E2F-1，促进 G1/S 期转换，使细胞增殖进入 S
期，从而促进成骨细胞增殖；同时抑制 p21，减少成骨
细胞 G1周期阻滞，进而抑制成骨细胞 G1期凋亡。 健
骨颗粒的这一作用可能与其能提高 E2水平有关，通
过调控 G1/S期相关蛋白来促进成骨细胞增殖。
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